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論 文 内.容 要 旨
N一 メチルカルバ メー ト系殺虫 剤の大部分 は基本 構造 としてpheny1(又はnaphthyl)一N-
mcthylcarba甲oyl骨格を有 し,昆 虫 の コ リンエステ ラーゼの活性 中心 のセ リンをカルバモイル化
す ることによ り阻害 して殺虫効果を表 わす ものである。
農薬 としての殺虫剤 の うち有機塩素剤が慢性毒性 の危惧 のため今 日では殆ん ど姿 を消 し,代 っ
て有機 リン剤 とカルバ メー ト剤 の使用が漸次増大の傾向 にあ る。 と ころで,圃 場 で使用 され た農
薬は揮散,流 失,吸 収の運命 をた どるが,そ れ と同時に光 のエネルギ ー,植 物体,動 物体,微 生
物あ るいは土壌成分の接触 作用な ど様 々の影響を うけてそれ 自身構造変換を うけてい く。そ の中
で も微生物の果す役割 は極めて大 きい と言われて いる。
本研究で は,国 産 のN一 メチル カルバ メー ト剤の中で最:も生産量の高 いものの1つ で あるo-
sec-butylphenylN-methylcarbamate(以下BPMCと 略)を と り上げ,真 菌類のgrow-
ingcellによ る代謝変換 を中心 に追究 した。N一 メチルカルバ メー ト剤の動物及び植物体 内代
謝 に関 して はい くつか既に報告があ るが,微 生物 による分解 は詳細な情報 に乏 しく,さ らに微生
物特に真菌によ る代謝過程 には,動 植物 におけ るよ りもはるか に多 くの代謝物を生 じるので,い
わゆ るXenobioticsの代 謝変換 やmetabolicpotentiationに関す る全貌を知 るに は好適であ
と されてい るか らであ る。
本論文 は最 初にBPMCの 代 謝産物 の標 品の合 成について述べ,つ いでAsp.nigefによ る代
謝変換 および他 の土壌微生物 によ る代 謝の特異 性について,さ らにそれ らの代 謝物 の生理 活性 等
について一連 の検討 を行 なった結果 を論 じるものであ る。
1.BPMC代 謝産物標 品の合 成
BPMCの 代謝経路 と しては,N一 メチル基 の酸化,ア ルキル側鎖の酸化,芳 香環 の水酸化,加
水分解,お よび上記 の中2種 以 上の変換等 が考 え られ るが これ らの内代 謝産物 と して確 認 され る
可能性の強い一連 の化合物 の合成 を行な った。
まずアルキル側鎖 の酸化物 の内,ω 一末端の酸化物 はChart1に示 すご と く4-methyl-3,
4-dihydrocoumarin(1)を出発 物質 として合 成 した。
ω一1位 の酸化物はChart2に示 したごと く,o-hydroxyacetophenoneのGrignard反応に
よ り得たQ一(1-hydroxy-1-methylpropy1)pheno1(W)を脱 水,カ ルバモィル化 でE(田
b)及 びZ(IXb)typeのカルバ メー トと し,こ の各 々を分離後 エポキ シ化 し,さ らに酸 化 白金
を用 いて還元開裂 す ることによ りerythro一並 びにthreo-o一(2-hydr堅y-1-methy1-
propyl)phenylN.一methyicarbamate(X旺a:threo/erythro1.3,X【Va:threo/ery一
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thro2.0)を混 合 物 と して 得 た 。 又,LiAIH4で 還 元 した 場 合 に は フ ェ ノ ー ル ァ ル コ ー ル()皿a:
threo/erythrol.3,X鴨:threo/erythroO.20)が 混 合 物 と し て 得 ら れ る 。 又1位 の
水 酸 化 体 はo一(1-hydroxy-1-methylpropyl)一phenol(田)に 当 モ ル のmethyliso一
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cyanateで処理 して得 た。一方渾剰 のmethylisocyanateを反応 させた場合}ヒはChart3に示
され るように脱 水が特異 的に起 りBtypeのカルバメ ー ト(田b)とexomethylen6typeのカル
バ メー ト(XVDが得 られ,こ れか らo一(1-methylacetonyl)phenylN-m6thylcar-
bamate(XX)とo一(1-hydroxymethylpropyl)pbenyjN-methylbarbamate(X皿a)
並 びにカル ボ ン酸(Xlxa)を 得 る。
2.BPMCのAsp.n藝gerに よる代謝物 の単離 と構造
BPMOを 培地に添 加 し25℃ で10日 間静置培養を行 って得 たbrothから有機カルボン酸画
分 と中性一 フェノール画分 を得 た。中性 一 フェノール画分 は シリカゲ ルカラ ム ク.ロマ トグラフ ィー
一によ り分 離 した後TLC ,も しくはアセチル化後 丁五Cを 行な う事 によ り各代謝物を分離 した。
.代謝物 の構造 はNMR ,mass,IRスペ ク トル及 びTLG,GI、0な どの物理 的手法並 びに呈 色反.
応,誘 導体 生成 などの化学的手 法によ り確 認 した。その結果Chart4に示 され るM-1よ りM-9
迄 の9種 類 の代 謝物の構造を 明 らかにする ことが出来た。
3.Asp,nigerによ る代謝変換 の時間的経過
3H-BPMO添 加培地 にAsp.nigerを接種 し,そ の後 の放射能 の経時変化を調べた ところ,
.
broth中のRI量 の回収率は平均63鰯 であ り,『}{一BPMCは3白 目で30%,5日 目で22%が
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残存 してお り一方酸性画分 は培養 の経過 と共 に増加 し,3,5,7日 の培養で,1.2,6.8,7.5%と
な るがそれ以降 は大 きな変動 は認め られなか った。他方AmberliteXAD-2にも吸着 され ない非
常 に極性 の高 い画分 のRI量 は培養 の経過 と共 に増加 の傾 向にある事が判 明 した。一方 酸性 画分の
スキ ャンニ ングラジオ クロマ トグラム上において3つ のradioactiveなスポ ッ トが 認め られ ,その
内の一つは合成標 品のo一(2-carboxy-1rnethylethyl)phenylN-methylcarbamate(IV)
とT五C上 尺∫値が一致 した。他 の二 つの構造 につ 吟てはそれ以上検索 は しなか ったがその物理 的,
化学 的性状か ら考えてIVのさ らに酸化め進んだ構造 のもので あると推定 され た。又,代 謝変換 の時
間 的経過か ら考え てo一(1-methylacetonyl)phenylN-methylcarbamate(M-3),o一
(2-carboxy-1-methylethyl)phenyrN-methylcarbamate(IV),並びに前述 の構造不
明の酸性物質 は側鎖 の水 酸化 され た代謝物 あるいはN一 メチル基 の酸化 され た代謝物 よ り遅れて生
成する事が 明 らか となった。以上 の事実か らBPMCは まず側鎖の水酸化を受 けつ いで これ らが よ
り極性 の高 い物質 に代 謝変換 され る事が明 らか となった。
4.土 壌微生物間のBPMCの 代謝特異性 につ いて
BPMCを 散布 した土壌 よ り単 離 した5種 類 のカ ビによ り同一条件下 に代謝を行わせ代謝能 の差
異 について比較検討 した。 これ によると5種 の カビの間 には明 らか な代謝能の差異 を認め た。即ち
Cladosporiumsp.、にお いて は3H-BPMCの 放射活性 はAmberliteXAD-2に 吸 着 され
ない水溶性 画分及び酸性画分 に存在 し,中 性 一フ ェノール画分には殆ん どない。これに反 して他の
菌種で は主 と して中性 も しくは.フェノール画分 に3H活性が存在す ることが明 らか となっり一部 構
造 を証 明 したρ即 ちFusariumsp.ではN一 ハイ ドロキ シメチル体(M-4), .1一ハ イ ドロキシ
ル体(M-5),2一 ハイ ドロキシル体(M-6及 びM-7) .,及び3一 ハ イ.ドロキ シル体(M-
9)の スポ ッ トを主 代謝物 と して確 認 した。一方Penicilli㎜sp.ではM-6,M-7,あ るい は
M-9が 主体 謝物で あ り,Ooniothyriumsp.ではM-6,M一 々も しくはM-9が 主な る代謝物
で あ りその他 にM-4,M-5が み られた。
5.℃bdospo円umcladosporioidesによ る代 謝物 について
予めBPMCを 散布 した土壌か ら単離 した カビの中ではCladosporiumsp.の代謝活性 が最 も
強 く,Asp..nigerのmetabol.icpattenとは異 な る代 謝経路を とることが前述の実験で明 らか
とな った ので これ らの代 謝物 につ い℃検討 した結 果,酸 性及 び今迄単 離 されていない フ ェノール
性代謝物を単離 同定 した。単 離 した物質の構造の確認は標準物質 とのmass,NMRスペ ク トル等 の
機器分析デ ーターの比較 によ り行 な った。 この結果新 た にChart5に示 され るM-10か らM-13
の4種 類 の代謝物を確認 同定 した。 なおthreo-erythroの残謝物の比はNMRス ペ ク トル あ積 分
値 の比 よ りおよそ3:1と 求 め られ た。
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,6.BPMC代 謝物の コ リンエステ ラーゼ(ChE)阻 害活性 について
N一 メチル カルバ メ ー ト系農薬 の毒性 は大部 分OhE阻 害作用 で説 明 されている。 この ことか ら
BPMCの 代謝物 の中で量 的に多 く,且 つN一 メチル基 又は側鎖 のsec-butyl基に酸化 的修飾 を
.受けた代謝物7種 を選びChE阻 害 に関 して構造 と活性 の相 関を検討 した。なおChEは マウス血清
ChEならびに仔牛血球GhEを 用 いた。 ・
◎i無 ◎鼎 ◎幽
M-10 M-11(erythro) M-12(threo)
OCONHCH3
◎'器騨
M-13C
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1)原 体 とのChE阻 害作用 の比較
グラフ上 の用量 一阻害 曲線か ら50%阻 害濃度(150M)を求めた。 この結果か ら代謝物 はすべ
て原体 よ りも抗ChE作 用が減少 してい ることが明 らか とな り抗ChE作 用 に関す る限 り不活性化 の
方 向に代謝を受 けてい ると考え られ る。
2)代 謝物 の構造 と生理活性 との相関
BPMCのN一 メチル基が変化を受 けた代謝物の150濃度はBPMGに 比べで約6倍 高 く,活 性
の維持 にN一 メチ ル基 の果す役割が大 きい ことを示 して いる。一 方 アルキル側鎖 の酸化物℃ は30
～50倍 高 くなってお りN一 メチル基以上 に
、アル キル側鎖 の影響が大 きい と言え る。又150濃度が
1一ハ イ ドロキシル体>2一 ハ イ・ドロキ シル体>3一 ハ イ ドロキ シル体 の順で あ?た ζとか ら水
酸化 され る位置がベ ンゼ ン環か ら離れ ると阻害作用が強 くなる傾 向がみ られ る。一方ケ トン体
(M-3)の 阻害作用 は側鎖 の水酸化 された代謝物 と大差 ない事が判明 した。一方 アル キル側鎖
の末端が カルボ ン酸迄酸化 さ為た代謝物(M-13)で は殆ん ど活 性が認あ られ ないが,、これ は
酸性物質であ る為水 酸化 され た代謝物 と同一系列では論 じる ことは 出来 ない。
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審 査 結 果 の 要1旨
本論文は今 日広 く使用 され るカルバ メー ト系殺 虫剤の1つ であ るo-sec-butylphenylN-
methylcarbamate(BPMC)の微生物 によ る代 謝様式 とその経 路,土 壌微生物 間の代 謝特異性,
代謝物 の生理活性 について論 じた ものであ る。
まず,BPMCの 代 謝物を同定す るに先 立 ち代 謝様 式 と して予測 され るN一 メチル基な らびにア
ル キル側鎖の酸化,芳 香環 の水酸化,加 水分解 によ り生成す る一連 の代謝物標 品を化学 的に合成 し
た。
ついでBPMC添 加 培地にAspergillusnigerを静置培養後,broth抽出物 を クロマ トグラフ
ィーに付 し代 謝物9種 を単 離 した。 ζれ らの構造 は各種機器 デー タ,微 量化学反応 にも とつ いて推
定 し,合 成標 品 との比較 によ り確 認 した。 さらに3H-BPMC添 加培地 にA・nigerを接種し,体 謝
変換の時 間的推移 を精査 した。その結果BPMCは まず側鎖の水酸化を うけ,つ いで これ らが さ ら
に極性 の高い代謝物 に変換 され ることが明 らか とな った。
つぎに土壌微生物間 の代謝特異性を検討 した。す なわちBPMCを 散布 した土壌か ら得 た5種 の
カ ビについて代謝能 を比較 し,そ れ らに顕著 な差異が ある ことを認めた。 これ らの うち最 もつ よい
代謝活性 を示 したCladosporiumcladosporioidesによる代謝物を精査 し,新 た に4種 を確 認
同定 した。
これ らBPMC代 謝物 の うち代表的 な7種 につ いて血清 ならび に血球 コ リンエ ステラーゼ に対す
る阻害作用 を検定 し,構 造 一活性相関 を吟味 した。N一 脱 メチル体,側 鎖 の水酸化体,ケ トン体,
カルボ ン酸などの代 謝物 はすべ て原体 よ りも抗 コ リンエステ.ラー ゼ活性が減少 し,B?MCは 不
活性化の方 向に代 謝 され ることを推測 させ た。また,代 謝様式 の うちと くにN一 メチル基,ア ルキ
ル側鎖が活性 の保持 に果す役割 の大 きい ことも判 明 した。
以上の ごと く本研究 はN一 メチルカルバ メー ト系農薬 の微生物 によ る代謝 とその経路 を解 明す る
とともに,こ れ ら代 謝物が示 す抗 コ リンエ ステ ラーゼ活性 の試験成績か ら代 謝変換 に伴 な う毒性増
強 のおそれがない との結論 を得 るな ど衛生化 学,薬 品代謝化学 の分野 に貴重 な知見 を加え た もので
あ り,学 位論 文と して十分価値 あ るもの と認め る。
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